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Abstract: In Xenopus, multiple nodal-related genes are expressed during early embryo-
genesis. Among them, only Xenopus nodal related-1 (Xnr-1) is expressed unilaterally in the 
left lateral plate mesoderm (LPM) at the late neurula-early tailbud stage. Early studies 
report that ectopic administration of Xnr-1 in the right hemisphere at the cleavage stage 
alters the left-right specification of the heart and visceral organs, or else makes a secondary 
axis. However, because Xnr-1 and other Xnrs function already at the blastula-gastrula 
stage, it is very difficult to evaluate the correct timing of the effects of excessively 
administered Xnr-1 from such a method. To elucidate the essential role of Xnr-1 within the 
left LPM, ectopic potentiation of Nodal signaling in the right lateral plate mesoderm was 
performed. Right-side injection of Nodal protein changed the laterality of Xnr-1 and 
Xenopus pitx2, but lefty, and fully (more than 90%) reversed the situs of the internal organs. 
Polyethyleneimine-based gene transfer of Xnr-1 mRNA in the right LPM also changed the 
laterality of pitx2 and fully (more than 90%) reversed the situs of the internal organs. Taken 
together, the potentiation of Xnr-1 signaling in the right LPM induces pitx2 in the right side 
and fully inverts the left-right axis of the heart and visceral organs, suggesting that the 
right LPM can transduce Nodal signaling, and only the absence of the Xnr-1 ligand silences 
the Nodal signaling in the right LPM. Normal left-right balance of Xnr-1 signaling is needed 
for the normal left-right specification of the internal organs. 
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序論
TGF-β superfamily に属する分泌因子 Nodal は、脊
椎動物の中内胚葉形成、頭尾軸形成、神経形成など
の局面で重要な役割を果たす1, 2)。マウス胚やニワト
リ胚では、nodal は原条胚の node/organizer 領域に
おいて左側に偏って発現し、体節期胚の側板中胚葉
においては左側のみで発現する3~5)。アフリカツメガ






は発現しない 6, 8)。 





















































mRNA に相補的な antisense oligonucleotide を用






胚期までの間に  2.5%チオグリコール酸溶液 
(pH8.4-8.6) で脱ゼリーし、15-26℃で飼育して、初
期神経胚期～後期神経胚期 (stage 13/14～17/18), 
神経管期  (stage 19/20), または初期尾芽胚期 
(stage 21-26) に達した段階で注射実験に用いた。発
生段階の同定は、Nieuwkoop と Faber の 1967 年の
発生段階表に従った。 
 注射に用いた胚は、2 本のピンセットで透明な
chorion を除去し、10% Steinberg 氏液を満たした











生体染料である 10% Nile Blue 溶液 (和光純薬製) 
と混合してから注射に用いた。 組換え型マウス
Nodal タンパク質 (R&D Systems Inc., Minneapo-






を間違えていないかについて Nile Blue 色素のス
ポットをもとに判定した。対照実験として、分子量
分画した 1%ウシ血清アルブミン (BSA fraction V; 
Sigma 社) を 5nl または 25nl 注射した。 
 微量注射後、胚を 0.1% BSA を満たした 24 穴の
ポリスチレン製浮遊培養用テストプレート (岩城硝
子製) に 1 穴につき 1 匹ずつ静置し、発生段階 41-42
に達するまで 18-26℃で飼育した。内臓の左右性の





いて、dorso-anterior index (DAI; Kao and Elinson, 
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1988) を記録した。 
 比較のために、Activin B (ウシ組換えタンパク質, 
和光純薬), fibroblast growth factor (FGF)-8 (マウ
ス組換えタンパク質, R&D 社/ ヒト組換えタンパク
質, Pepro Tech 社), FGF-10 (マウス組換えタンパク
質, R&D 社/ ヒト組換えタンパク質, Pepro Tech 社), 
insulin-like growth factor (IGF)-I (ヒト組換えタン
パク質, Pepro Tech 社), IGF-II (ヒト組換えタンパ
ク質 , Pepro Tech 社 ), platelet derived growth 
factor (PDGF) (ヒト組換え PDGF-AA, R&D 社), 
vascular endothelial growth factor (VEGF) (ラッ
ト組換えタンパク質, R&D 社), growth/differentia-
tion factor (GDF)-6 (マウス組換えタンパク質 , 
R&D 社), GDF-8 (マウス組換えタンパク質, R&D
社), BMP-3 (ヒト組換えタンパク質, R&D社)の各タ
ンパク質溶液も注入した。これらのタンパク質のう
ち、FGF-8 は 1 胚あたり 250 pico-gram(pg) ある
いは 500pg で、他のタンパク質は 500pg 以上の投
与量を注射した。 
 
Xnr-1 mRNA の神経胚側板細胞への導入 
Xnr-1 全長が挿入された pBluescript SK (恵与され
た cDNA)を、制限酵素 XhoI を用いて、37℃で 60
分間 incubate し  直鎖 DNA にした。これを
template DNA として用いるため、1μg/μl に濃度を
調整した。Capping された Xnr-1 mRNA は、
mMESSAGE mMACHINETM (Ambion Co.) と T3 
polymelase を用いて、37℃で 60 分間、in vitro で
合成した。 合成された mRNA をエタノール沈澱と
して回収後、RNase-free 水 15μl に溶解した (ス
トック溶液の濃度は 0.85μg/μl となった)。 
 RNase-free の 1.5ml エッペンチューブを用意し、
Xnr-1 mRNA のストック溶液から 1.2μl を取り、5% 
glucose を含む Marc's Modified Ringer’s solution 
(MMR; 0.1M NaCI, 2mM KCI, 1mM MgCI2, 2mM 
CaCI2, 5mM HEPES, 0.1mM EDTA, pH7.4) 8.8μl





れる。polyethyleneimine として、in vivo-jet PEI 
(Polytransfection 社) を用いた。in vivo-jetPEI 溶
液の量と DNA/RNA の量のイオンバランスの値 
(N/P 値) は、N/P=5-10 が最適とされ、Polytrans-
fection 社プロトコルに記された DNA/RNA の量
(μg) x 3 x (N/P 値) μ÷150 の計算式より、N/P 値を
10として添加する in vivo-jetPEI溶液の最適量を割
り出した。1(μg) x 3 x (10)÷150 = 0.2μl。すなわち、
1μg の RNA 量に対して in vitro-jetPEI 溶液を 0.2 
μl 添加すれば良いことが分かった (in vivo-jetPEI
溶液の原液は 150mM であった)。 
in vivo-jetPEI 溶液 1μl を 49μl の MMR 溶液に溶
解した。ピペッティングしてよく混合させた後に
10μl を取り、これを 1μg/10μl の Xnr-1 mRNA 溶
液中に添加して、ピペッティングしてよく混合した。
Xnr-1 mRNA 量と in vivo-jetPEI 溶液の量は
N/P=10(最適値)となる 1μg と 0.2μl になった。
Xnr-1 mRNA 溶液の最終濃度は 1μg/20μl、すなわ
ち 50mg/ml となり、沈澱を生じる濃度となる 500
μg/ml よりも低濃度であった。この Xnr-1 mRNA + 
in vivo-jet PEI 溶液を、室温で 15 分間 incubate し
た。再度よく混合してからテラサキプレートに
Xnr-1 mRNA - jetPEI 混合溶液を移した。 
 初期-後期神経胚の右側面あるいは左側面に、
10-50nl ずつ混合溶液を注射して、14-15℃で over 
night 培養した。翌日には注射胚は stage 24-28 に
なっていたので、その後は 24℃に温度を変更して培
養した。stage 42 に到達したところで内臓の左右性





Wholemount in situ hybridization 
Xnr-1 の全長配列を含む cDNA は、Washington 大
学の Randall T. Moon 博士から恵与された。
Xenopus lefty-related factor antivin (Xatv ) の
cDNA は、Christopher V. E. Wright 博士から恵与
された。Xenopus pitx2c (pitx2 ) の cDNA は、Salk
研究所の Juan Carlos Izpisúa Belmonte 博士から
恵与された。 




で標識した Xnr-1 に相補的な cRNA プローブを作
成し、wholemount in situ hybridizationを行った。
プローブ作成には、in vitro transcription のための
キット (Riboprobe in vitro Transcription System; 
Promega Co.) と digoxigenin 標識 dUTP を含んだ
dNTP 溶液 (DIG RNA Labelling Mix; Roche Co.) 
を用いた。また、Xnr-1 の発現開始よりも後の発生
段階において左側板中胚葉に発現する 分泌因子
lefty, 転写因子 pitx2 の mRNA 発現を、digoxi-
genin で標識した lefty, pitx2 に相補的な cRNA を
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プローブとして、同じく wholemount in situ 
hybridization 法で調べた。コントロール染色には、
sense RNA probe を digoxigenin 標識して用いた。
Xnr-1, lefty については、左右非対称に側板に発現
する stage 24-26 の初期尾芽胚期で、pitx2 につい
ては stage 28-30 の尾芽胚期で固定して染色した。 
 胚の固定はMEMFA (2 mM EGTA, 1 mM MgSO4 
and 4% formaldehyde を含む 0.1M MOPS (pH 7.4 
with NaOH)) を用いて 室温で 1 時間行い、TBST
で洗浄後、メタノールで脱水し、-20℃のメタノール
中で 染色に用いるまでストックした。wholemount 
in situ hybridization は、Harland (1991) の方法を
微修正して用いた 21)。cRNA プローブのハイブリダ
イズ後の洗浄は、胚の発生段階や用いるプローブに
よって SSC 溶液の stringency を変えて行った。BM 
purple 発色後は、0.1% Tween 20 を含むリン酸緩衝












について調べた。2.5-5ng の Nodal タンパク質を
stage 13-18 の神経胚の側面中央に皮下注射したと
ころ、100%近い頻度で内臓逆位が誘起された (図





しても、内臓逆位は殆ど生じなかった (図 1, 表 1b)。
左側に発現する遺伝子の側性は、投与された Nodal
タンパク質の効果で変更された。図 2b, d は、100%
近い内臓逆位が生じる条件で Nodal タンパク質を
右側面に投与した際の、遺伝子発現の左右性の変化




Xnr-1 よりも pitx2 の発現の方が、右側板の方に
発現の強い側がシフトするケースが多かった(図 2d)。












































た Nodal タンパク質は 右側板において Xnr-1 発現




図 1. Nodal タンパク質の中期神経胚側板への皮下注射
が内臓左右性に及ぼす効果. 左胚は, 左側板に 5ng の
Nodalタンパク質を注射した後の stage 42の胚内臓の左
右性や形態は正常である. 右胚は, 右側板に Nodal タン
パク質を同じ条件で注射した stage 42+の胚で, 左胚と
は異なり, 心臓と腸管の両方で逆位が観察される. 
 




90%以上の胚が, 1-5ng の Nodal タンパク質注射
を経ても, 左右性判定時の 4 日胚まで生存してい
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は何も変化をもたらさなかった (図 2a, c)。 
 
Xnr-1 mRNA の神経胚側板細胞への遺伝子導入 
次に、5'キャッピングした Xnr-1 mRNA とカチオン
性脂質である polyethylene-imine (PEI)とを混和し
複合体を形成させて、左または右側面皮下に微量注




は最高 92%の胚で逆位となった (表 2a)。左側に
Xnr-1 mRNA を導入しても、殆ど逆位は生じなかっ










化した pitx2 について、Xnr-1 mRNA の遺伝子導入
後に発現パターンを調査した。左側板に Xnr-1 
mRNA を導入した場合の pitx2 発現の側性は、正
常胚と同じで殆ど左側のみに発現していた (表 2c)。














するリガンドの仲間は、その数多くの type I (ALK), 




































TGF-β  superfamily に属しながらも Nodal や
Lefty とは異なるシグナル伝達経路を持つ GDF-6, 






 そこで、反対に Nodal や Lefty に類似したシグナ
ル伝達経路を持つとされる成長因子を、左または右
側板に注射することにした。TGF-β superfamily の
受容体は、 type I 受容体と type Ⅱ受容体の
heterotetramer としてリガンドと結合し、細胞内に 
表 2. Xnr-1 mRNA を神経胚期の左または右側
板中胚葉に遺伝子導入した胚における, 内臓逆




て, 5'キャッピングした Xnr-1 mRNA を側板中
胚葉細胞に導入した.  a. 右側板に導入した場
合．最高で 92%の胚に内臓逆位が生じた. 表中
の分母は生存胚数で, 分子は逆位胚数. b. 左側
板に導入した場合．内臓逆位は殆ど生じなかっ












図 3. ツメガエル神経胚/尾芽胚の右(a, c)または左側板(b, d)への Activin B タンパク質(a,b) ならびに GDF-8 タンパク
質(c, d) の微量注射. Nodal に近いシグナル伝達経路を持つこれらのリガンドにおいては, Nodal タンパク質の微量注射
の場合(表 1) と同じく 右側板に注射した場合には高い内臓逆位率を示し, 左側板への注射では殆ど内臓逆位を誘起し
なかった. また, Xnr-1 発現後の発生段階である尾芽胚に内臓逆位を誘起することはなかった. 
図 2. Nodal proteinの側板への注射が遺伝子発現の側性に及ぼす影響.  a, c. 中期神経胚の左側板にNodal proteinを注
射．Xnr-1,lefty ( Xatv), pitx2 (a)の発現の側性に変化はない.  b, d. 中期神経胚の右側板に Nodal protein を注射. 
Xnr-1 と pitx2 (b)は右側に誘導されているが, lefty の発現は大半の胚で左側のみにあり変化しなかった. 
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シグナルを伝えることが知られている 10, 22)。 
Nodal リガンドと Activin リガンドは Activin type 
ⅡA, Activin type ⅡB 受容体の双方に結合し、
ALK-4 (type I 受容体のひとつ) 受容体も共有す  
る23, 24)。またマウスや zebrafish の Lefty は、Activin 
type IIB 受容体に結合することが明らかにされてお
り24,25)、Activin type ⅡA 受容体に結合することも示
唆されている24)。ツメガエル神経胚において、activin 
subunit (=inhibin-β chain) が左右非対称に発現す
るという報告はないが、ニワトリ原条胚では activin 







TGF-β superfamily の中で、Nodal や Activin とは
異なる GDF family に属するが、Activin や Nodal
と共通の Activin type ⅡA ならびに Activin type 
ⅡB 受容体を使ってシグナル伝達を行うとされる




かった (図 3d)。 
  これらの結果は、表 1 で示した、Nodal タンパク
質の注射の結果に類似している。ツメガエル胚にお
いては、上記のニワトリ胚の場合とは異なり、左右
非対称に発現する TGF-β superfamily の受容体は
知られていないが、右側に注射した Nodal タンパク
質や Xnr-1 mRNA は、Activin-B や GDF-8 と共有





ツメガエル胚の 6 つの nodal 相同遺伝子の中で、
Xnr-1 のみが左側板で発現する。文献 18)に記した、























に向けて伝播し、側板の前方で lefty と pitx2 の発
現を誘導すると考えられる6, 14,16) (図 2b,d)。従って、
原腸形成後の胚の後方から始まり、尾芽胚の側板前
方における pitx2 や Nkx3 (Xenopus bagpipe 28))の
発現に先行する Xnr-1 発現の伝播は、初期の左右性
の特異化 (specification) の情報を pitx2 発現の側
性などの後期の情報に変換するのに必要な現象であ
ると思われる。Nodal タンパク質や Xnr-1 mRNA






FAST (Forkhead Activin Signal Transducer; 












































は、オルガナイザー領域特異的な nodal の hypo-






















Xnr-1 発現が出現し、少なくとも stage 30 の尾芽胚
期まで(左側板における Xnr-1 発現が終息するまで)、
この背側後方の発現が持続する 6, 8, 未発表データ)。この発現
領域と重なるように、ツメガエル神経胚の原腸蓋の
背側天井には繊毛が生えており、左右性決定に関与
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